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Abstract of DE1 9960583 

The invention provides that in order to optically 
image a sample (140) in three-dimensions, the 
entire sample (140) is uniformly illuminated, a 
conventional first partial image is recorded, and 
the sample (140) is subjected to a laterally 
structured illumination in a focal plane. The 
illumination of the individual points of the focal 
plane is varied according to predetermined 
temporal sequences. A second partial image is 
recorded by detecting the light emitted by the 
object points that are not illuminated in the 
confocal plane. An image of the probe (140) that 
is spatially resolved in three-dimensions is 
established from the first and second partial 
images. The invention also relates to optical 
imaging systems used for carrying out this 
imaging method. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
@ Verfahren und Vorriohtung zur Mikroskopie 

® Zur dreidimensionalen optischen Abbildung einer Pro- 
be (140) erfolgen eine gleichmafcige Beleuchtung der ge- 
samten Probe (140) und Aufnahme eines konventionellen 
ersten Teilbildes, eine lateral strukturierte Beleuchtung 
der Probe (140) in einer Fokalebene, bei der die Beleuch- 
tung der einzelnen Punkte der Fokalebene nach vorbe- 
stimmten zeitlichen Sequenzen variiert wird, und Aufnah- 
me eines zweiten Teilbildes durch Erfassung des von den 
in der Konfokalebene jeweils nicht beleuchteten Objekt- 
punkten emittierten Lichtes und eine Ermittlung eines 
dreidimensional raumlich aufgelosten Bildes der Probe 
(140) aus den ersten und zweiten Teilbildern. Es werden 
auch optische Abbildungssysteme zur Durchfuhrung die- 
ses Abbildungsverfahrens beschrieben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Mikroskopieverfahren zur Er- 
zeugung dreidimensional raumlich aufgeloster optischer 
Abbildungen einer Probe, insbesondere ein Mikroskopie- 5 
verfahren unter Verwendung eines Mikroskops mit einem 
lateralen Beleuchtungsmodulator. Die Erfindung betrifft fer- 
ner optische Abbildungssysteme zur Gewinnung dreidimen- 
sional raumlich aufgeloster Abbildungen einer Probe. 

Bisher bekannte Verfahren zur dreidimensional auflosen- 10 
den Abbildung einer Probe basieren auf dem Prinzip der 
Konfokalmikroskopie. Bei diesen Verfahren wird die Probe 
punktweise beleuchtet und das aus den jeweils beleuchteten 
Probenpunkten emittierte Licht detektiert. Es kann im we- 
sentlichen zwischen zwei Klassen von Konfokalmikrosko- 15 
pen unterschieden werden. 

Zum einen gibt es Mikroskope, die strikt konfokal arbei- 
ten. Dabei werden ein oder mehrere wohl getrennte Punkte 
in der Probe beleuchtet. Die Detektion erfolgt iiber eine oder 
mehrere Aperturen, die sich in zu den beleuchteten Proben- 20 
punkten konjugierten Bildpunkten befinden. Die zu be- 
leuchtenden Punkte in der Probe sind so weit voneinander 
entfernt zu wahlen, daB durch jede Detektionsapertur nur 
Licht aus dem dazu konjugierten Probenpunkt durchtritt. 
Dadurch ergibt sich, daB das Signal im Wesentlichen aus 25 
den Probenpunkten in der Fokalebene ensteht. Zur Auf- 
nahme eines Gesamtbildes wird die Probe mit der punktfor- 
migen Beleuchtung und Detektion abgctastet. Die Zuord- 
nung von beleuchtetem Punkt zu Detektionsapertur erfolgt 
ausschlieBlich aus der Korrelation der raumlichen Anord- 30 
nung. Als Abtastsysteme finden hierbei rotierende Apertur- 
scheiben (sog. Nipkow-Scheiben), mechanisch bewegte 
Spiegel oder Mikrospiegelanordnungen (Patent 
US 5,923,466) Anwendung. DaB die zu beleuchtenden 
Punkte weit voneinander entfernt sind, fuhrt dazu, daB die 35 
Lichtausbeute gering ist. So erreichen nur ca. 2-3% des An- 
regungslichtes die Probe und zudem ist die Datenaquisiti- 
onsrate durch die Notwendigkeit des Abrasterns und der nur 
gering moglichen Parallelisierung limitiert. 

Die Entwicklung einer zweiten Klasse von Konfokalmi- 40 
kroskopen, die die strikte raumliche Trennung der einzelnen 
beleuchteten Probenpunkte aufgeben, wie sie von 
R. Juskaitis et al. in "Nature" (Band 383, 1996, Seite 804 
ff), T. Wilson et al. in "Optics Letters" (Band 21, 1996, Seite 
1879 ff), in der Patentanmeldung WO 97/31282 und in dem 45 
EP 0 911 667 Al beschrieben werden, ermoglichte eine Er- 
hohung der Lichtausbeute. Bei diesen Mikroskopen werden 
die einzelnen Bildpunkte nicht mehr nur raumlich unter- 
schieden, sondern die zeitliche Abfolge, mit der die opti- 
schen Eigenschaften der lokalen Beleuchtung variieren, 50 
wird verwendet, die Zuordnung zwischen beleuchtetem 
Punkt und Detektionsapertur vorzunehmen. Dadurch ist es 
moglich, von jedem Punkt wahrend 50% der MeBzeit Si- 
gnale aufzuzeichnen, Idealerweise wird hierzu die Beleuch- 
tung jeden Punktes mit einer anderen zeitlichen Abfolge 55 
derart moduliert, daB keine Korrelation mit den zeitlichen 
Abfolgen der Beleuchtung aller anderen Punkte auftritt. 
Hierzu ist es notwendig fur jeden Punkt unabhangige Zu- 
fallsfolgen zu wahlen. Alternativ kbnnen zur Modulation 
der zeitlichen Abfolgen Satze von endlich langen Folgen 60 
mit verschwindender Korrelation, wie z. B. komplementare 
Golay Sequenzen oder Hadamard-Sequenzen vom S-Ma- 
trix-Typ, die aus maximal so vielen Elementen bestehen, 
wie die Sequenzen lang sind, ausgewahlt werden. Haufig 
genugt es, da das Ubersprechen zwischen zwei Punkten mit 65 
der Entfernung abnimmt, mit kurzen Sequenzen nur die 
Korrelation zwischen nahe beieinander liegenden Punkten 
aufzuheben. Da diese Sequenzen auch negative Werte ent- 



halten, die rein optisch in einer Transmissionsmaske nicht 
umsetzbar sind, muB der Sequenz ein Gleichanteil hinzuge- 
fugt werden. Dies fuhrt dazu, daB das gemessene optische 
Bild die Uberlagerung eines konfokalen mit einem konven- 
tionellen Bild ist. 

Ein bei dieser Klasse von Konfokalmikroskopen auftre- 
tender Nachteil ist der durch die Uberlagerung von konfoka- 
lem und konventionellem Signal erforderliche Kontrastum- 
fang des Detektors. Bei vergleichbarem Signalanteil von 
konfokalem und konventionellem Bild muB der Detektor im 
Vergleich zum gewunschten konfokalem Signal das Dop- 
pelte an Gesamtsignal verarbeiten konnen. 

Nachteil beider Klassen der Konfokalmikroskope ist, daB 
sich die Beleuchtungs- und Detektions-Strahlengange fur 
die jeweils betrachteten Bildpunkte iiberlagem und sie daher 
aufwendig, z. B. im Falle der Fluoreszenzmessung mit di- 
chroitischen Strahlteilern, getrennt werden miissen. Diese 
Trennung fuhrt im Falle von Fluoreszenzmessungen zu ei- 
ner erheblichen Verringerung der zu detektierenden von der 
Probe emittierten Fluoreszenzstrahlung und zudem sind fur 
unterschiedliche Fluoreszenzanwendungen unterschiedliche 
dichroitische Strahlteiler notwendig. Die bei der Durchfuh- 
rung von elastischen Streumessungen und Reflexionsmes- 
sungen notwendigen Strahlteiler verringern die Intensitat 
sowohl des eingestrahlten als auch des emittierten Lichtes 
um typischerweise 50%. 

Ein weiterer Nachteil der Konfokalmikroskope ist die De- 
tektion des konfokalen Signals nur aus einer Teilmenge aller 
Bildpunkte. Bei konfokal arbeitenden Mikroskopen werden 
nur aus etwa 2% (oder sogar weit darunter) bis maximal 
50% der Flache der Fokalebene gleichzeitig Signale aufge- 
zeichnet. Dadurch ist die gemessene Intensitat im Vergleich 
zur zeiflich gemittelten intensitat bis zu einem Faktor von 50 
(oder daruber) groBer. Um mit diesen Verfahren eine hohe 
Datenaquisitionsrate zu erzielen, muB generell mit einer 
sehr hohen lokalen Anregungsintensitat gearbeitet werden. 
Allerdings gewinnen hierbei nichtlineare Prozesse wie die 
Anreicherung derFarbstoffmolektile in Triplettzustanden an 
Bedeutung, die einen negativen EinfluB auf die Signalinten- 
sitat haben. 

Die Aufgabe der Erfindung ist es, ein verbessertes Verfah- 
ren zur dreidimensionalen raumlich aunosenden Mikro- 
skopie und Mikroskope zur Implementierung dieses Verfah- 
rens anzugeben, mit denen sowohl eine hohe Lichtausbeute 
als auch eine hohe Datenaquisitionsrate ohne die vorge- 
nannten Nachteile erzielt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den Merk- 
malen gemaB Anspruch 1 und durch die Vorrichtungen mit 
den Merkmalen gemaB den Anspruchen 9, 14 bzw. 17 ge- 
16st. Vorteilhafte Ausfiihrungsformen und Verwendungen 
der Erfindung ergeben sich aus den abhangigen Anspruchen. 

GemaB einem ersten Gesichtspunktes der Erfindung wird 
ein optisches Abbildungsverfahren beschrieben, bei dem zu- 
nachst ein konventionelles erstes Teilbild einer Probe aufge- 
zeichnct wird. Unter cincm konvcntionellen Bild wird hicr 
die lichtmikroskopische Abbildung des gesamten betrachte- 
ten Probenbereiches verstanden. Das erste Teilbild enthalt 
neben Signalanteilen aus der Fokalebene auch Storsignale, 
die sich daraus ergeben, daB Licht, welches auBerhalb der 
Fokalebene emittiert oder gestreut wird, oder Licht nach 
mehrfacher Streuung inner- und auBerhalb der Fokalebene 
den Detektor erreicht. Die Fokalebene ist die Bildebene, auf 
die das Mikroskop zur Probenabbildung fokussiert ist. Des 
weiteren wird an der Probe ein zweites Teilbild aufgenom- 
men, welches nur die unerwunschten Storanteile enthalt. 
Dazu wird die Probe mit lateral strukturierter Beleuchtung 
beleuchtet und vollstandig abgetastet. Dabei wird jeweils 
nur aus gerade nicht beleuchteten Probenpunkten das opti- 
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sche Signal aufgezeichnet. Das gewiinschte dreidimensional 
raumlich aufgeloste Bild wird schlieBlich durch Kompensa- 
tion der Storanteile im ersten Teilbild mit Hilfe des zweiten 
Teilbildes erhalten. Das dreidimensionale raumliche aufge- 
loste Bild besitzt eine Ortsaufiosung in der Bildebene und 
senkrecht dazu. 

Ein weiterer Gegenstand der Brfindung ist die Bereitstel- 
lung eines optischen Abbildungssystems mit mindestens ei- 
ner Lichtquelle zur Probenbeleuchtung, einer Vorrichtung 
zur Aufzeichnung eines ersten konventionellen Teilbildes 
der Probe, einem lateralen Beleuchtungsmodulator zur 
strukturierten Beleuchtung der Probe in der Fokalebene und 
einer Einrichtung zur Obertragung von Licht aus nichtbe- 
leuchteten Probenbereichen zu einer Detektoreinrichtung. 

GemaB einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfin- 
dung wird der Beleuchtungsmodulator durch einen DMD 
(Digital Mirror Device) oder einen LCD (Liquid Crystal De- 
vice) gebildet, die zur strukturierten Beleuchtung der Probe 
in der Fokalebene entsprechend einem vorbestimmten Zeit- 
muster angesteuert werden. GemaB einer weiteren bevor- 
zugten Ausfuhrungsform der Erfindung erfolgt die struktu- 
rierte Beleuchtung durch eine teilweise reflektierende oder 
transmittierende Maske, die z. B. durch Rotation oder 
Translation bewegt wird. Fur die Strukturierung der Maske 
bzw. fur das zur Ansteuerung des Beleuchtungsmodulators 
verwendete Verfahren kann auf Muster zugegriffen werden, 
wie sie aus der intcrnationalcn Anmeldung WO 97/31282 
oder der europaischen Anmeldung EP0 911 667A1 be- 
kannt sind. 

GemaB weiterer Ausfiihrungsformen der erfindungsge- 
maBen Abbildungssysteme werden die Beleuchtungsmodu- 
latoren in Abhangigkeit von der Probe in Reflexion oder 
Transmission eingesetzt, arbeiten die Abbildungssysteme in 
Reflexions- oder Transmissionsgeometrie und sind ein oder 
zwei Lichtquellen mit jeweils angepaBten Beleuchtungsop- 
tiken vorgesehen. 

Die Erfindung besitzt folgende Vorteile. Der Aufbau des 
Mikroskops wird vereinfacht. Bei Aufnahme des zweiten 
Teilbildes mittels strukturierter Beleuchtung kann auf ver- 
lustbehaftete und anwendungsspezifische dichroitische 
Strahlteiler verzichtet werden, da sich die Beleuchtungs- 
und Detektionsstrahlengiinge nicht uberlagern. Zur Auf- 
nahme des konventionellen ersten Teilbildes kann ein 50%- 
Strahlteiler eingesetzt werden, der nahezu unabhangig von 
der Wellenlange etwa 50% des einf allenden Lichtes reflek- 
tiert und etwa 50% transmittiert. Damit ist bei den bevor- 
zugten Ausfiihrungen der strukturierten Beleuchtung, bei 
denen jeder Bildpunkt zu 50% der Belichtungszeit beleuch- 
tet wird und wahrend der anderen 50% der Zeit davon Licht 
detektiert wird, die Beleuchtungs- und Abbildungseffizienz 
fiirbeideTeilbildergleich. 

Ein weiterer Vorteil gegeniiber der zweiten Klasse von 
Konfokalmikroskopen ergibt sich daraus, daB an den Kon- 
trastumfang des Detektors geringere Anforderungen als bei 
den herkommlichen Tcchnikcn gestellt werden konnen, 
denn im Gegensatz dazu bestehen die zwei aufzuzeichnen- 
den Teilbilder entweder aus einem konventionellen Bild 
oder aus den in diesem Bild enthaltenen Hintergrundantei- 
len. Die Skalierung des Signals auf dem Detektor kann sich 
somit an der Intensitat des konventionellen Bildes orientie- 
ren und muB nicht weitere dazu addierte Signalanteile be- 
riicksichtigen. 

Ein weiterer Vorteil ergibt sich daraus, daB Signale aus 
Probenbereichen aufgezeichnet werden, die nicht mit der 
maximalen Intensitat bestrahlt werden. Nichtlineare Effekte, 
wie z. B. die Anreicherung in Triplettzustanden, die bei 
Farbstoffen unter hoher Anregungsintensitat vermehrt auf- 
treten, und so das Fluoreszenzsignal verringern, werden ver- 
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mieden. Somit sind auch geringere Anforderungen an die 
photophysikalischen Eigenschaften der Farbstoffe zu stel- 
len. 

Desweiteren wird zu jedem dreidimensional raumlich 
5 aufgelosten Bild ein konventionelles Bild der Probe aufge- 
zeichnet. Damit konnen verbesserte Rekonstruktionsverfah- 
ren, die auf mehreren Bildern der gleichen Probe basieren, 
wie sie z. B. von P. J. Verveer und T. M. Jovin in "Applied 
Optics" (Band 37, Seiten 6240-6246, 1998) beschrieben 
o werden, angewendet werden. 

Weitere Vorteile und Einzelheiten der Erfindungen wer- 
den im folgenden unter Bezug auf die beigefugten Zeich- 
nungen beschrieben. Es zeigen: 
Fig. 1: eine schematische Darstellung des Lichtweges in 
5 einem optischen Abbildungssystem gemaB einer ersten Aus- 
fuhrungsform der Erfindung mit zwei Lichtquellen, 

Fig. 2: eine schematische Darstellung des Lichtweges in 
einem optischen Abbildungssystem gemaB einer weiteren 
Ausfuhrungsform der Erfindung mit einer Lichtquelle, 
0 Fig. 3: eine schematische Darstellung des Lichtweges in 
einem optischen Abbildungssystem gemaB einer weiteren 
Ausfuhrungsform der Erfindung mit einer rotierenden 

Fig. 4: eine schematische Darstellung des Lichtweges in 
5 einem optischen Abbildungssystem gemaB einer weiteren 
Ausfuhrungsform der Erfindung in einer Transmissionsgeo- 

Die erfmdungsgemaBc Abbildungstechnik kann mit Be- 
leuchtungsmodulatoren implementiert werden, die als 

3 Durchlichtmodulatoren (z. B. programmierbare Apertur- 
masken auf der Basis von Fliissigkristallen (LCD) oder mi- 
kromechanischen Schaltern), als Reflektionsmodulatoren 
(z. B. DMD) oder Mischformen davon (z. B. teilreflektie- 
rende und -transmittierende Scheiben) ausgefiihrt sind. 

5 Im folgenden wird in unterschiedlichen Aufbauten auf die 
Verwendung unterschiedlicher Modulatoren Bezug genom- 
men. Die erlauterten Prinzipien der Erfindung konnen je- 
doch in entsprechender Weise auch mit anderen Modulato- 
ren realisiert werden. 

3 Das erfindungsgemaBe Abbildungssystem 100 in Fig. 1 
umfaBt eine erste Lichtquelle 110, einen Beleuchtungsmo- 
dulator 120 mit einer Vielzahl von Beleuchtungselementen 
121, eine Abbildungsoptik 130, eine Detektoreinrichtung 
150 und eine zweite LichtqueEe 160. Das Bezugszeichen 

5 140 verweist auf eine Probe, die mit dem Abbildungssystem 
100 abgebildet werden soil. 

Als Lichtquellen 110 und 160 sind z. B. gefilterte WeiB- 
lichtlarnpen oder Laserlichtquellen einzusetzen, wobei 
beide Lichtquellen vorzugsweise die jeweils gleiche Bauart. 

3 besitzen, um beispielsweise in der Probe 140 eine bestimmte 
Fluoreszenz anzuregen. Von der ersten Lichtquelle 110 wird 
iiber eine Feldlinse 111, den Beleuchtungseinkoppler 113 
und die Abbildungsoptik 132 ein erster Beleuchtungslicht- 
weg zur gleichmaBigen Beleuchtung der Probe 140 gebildet. 

5 Von der zweiten Lichtquelle 160 wird Uber eine weitere 
Feldlinse 161, den Beleuchtungsmodulator 120 und die Ab- 
bildungsoptik 130 ein zweiter Beleuchtungslichtweg zur 
Probenbeleuchtung mit lateral variierender Intensitat in der 
Fokalebene gebildet. 

) Der hier dargestellte Beleuchtungsmodulator 120 ist ein 
DMD. Der DMD 120 beinhaltet eine Matrixanordnung aus 
einzelnen, unabhangig voneinander zwischen zwei stabilen 
Positionen verkippbaren Spiegeln, die die Modulatorele- 
mente bilden und von denen aus Ubersichtlichkeitsgriinden 

> nur zwei Spiegel 121 jeweils in einer der Schwenkpositio- 
nen dargestellt sind (121a und 121b). Die Auslenkung aus 
der DMD-Flache hangt von der konkreten Bauart des einge- 
setzten DMDs ab und kann beispielsweise ±10° mit typi- 
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schen Spiegeldimensionen von rund 16 pm betragen. Der 
Aufbau und die Steuertechnik von DMDs sind an sich aus 
dem Stand der Technik bekannt, so daB sie hier nicht weiter 
erlautert werden. 

Die Abbildungsoptik 130 umfaBt eine erste Feldlinse 131 5 
und ein Objektiv 132. Die Detektoreinrichtung 150 umfaBt 
eine Abbildungsoptik 151, einen Filter 152 und eine Detek- 
torkamera 153. Mit derDetektorkamera 153 wird wahlweise 
Licht aus alien Probenbereichen oder nur aus den unbe- 
leuchteten Punkten der Fokalebene aufgenommen. Die Ab- to 
bildungsoptik 151 kann sowohl mit Linsen als auch mit 
Spiegeln wie zum Beispiel einem Offner-Triplett entspre- 
chend dem Patent US 3,748,015 oder einer Kombination 
aus refraktiven und reflektiven Elementen aufgebaut sein. 
Aufgrund der Abbildungseigenschaften des Offher-Tripletts 15 
ist es beispielsweise fur den Einsatz mit einem DMD sehr 
gut geeignet. 

Das Abbildungssystem 130 ist so angeordnet, daB derBe- 
leuchtungsmodulator 120 bei Mikroskopieanwendungen 
verkleinert reell in die Probe 140 abgebildet wird. Die bei- 20 
den Schwenkpositionen 121a und 121b der Spiegel 121 
konnen nach ihrer Funktion zur Beleuchtung bzw. Detektion 
unterschieden werden. In der Stellung 121a der Spiegel 121 
(siehe unteres Teilbild in Fig. 1) leiten diese Licht von der 
Lampe 110 mit der Abbildungsoptik 130 auf die Probe 140 25 
(Beleuchtung). Im Gegensatz dazu sind die Beleuchtungs- 
modulatoren in Stellung 121b so ausgerichtet, daB Licht von 
der Probe 140 zur Detektoreinrichtung 150 reflektiert wird 
(Detektion). 

In dieser Abbildung wird das Licht von der ersten Licht- 30 
quelle 110 uber die Feldlinse 111, den Beleuchtungsein- 
koppler 113 und die Abbildungsoptik 132 auf die Probe 140 
gerichtet. Der Beleuchtungseinkoppler ist hier ein Prismen- 
strahlteiler oder ein teildurchlassiger Spiegel mit einer 
Durchlassigkeit von beispielsweise 50%, Um diesen Licht- 35 
weg zeitweise abzuschirmen, kann ein Shutter 112 einge- 
baut werden oder der Beleuchtungseinkoppler 113 wird 
schalt- oder schwenkbar ausgefuhrt. 

Die raumlich dreidimensionale aufgeloste Bildaufnahme 
mit einem optischen Abbildungssystem 100 gemaB der 40 
Abb. 1 erfolgt durch wechselweise Probenabbildung mit 
den folgenden Einstellungen: 

In einem ersten Abbildungsmodus wird entweder mit 
dem Shutter 112 oder dem schaltbaren Beleuchtungsein- 
koppler 113 die Beleuchtung mit der ersten Lichtquelle 110 45 
freigegeben, so daB die gesamte Probe liber den Beleuch- 
tungseinkoppler 113 beleuchtet wird. Gleichzeitig werden 
alle Spiegel 121 des DMDs 120 in die Detektions-Stellung 
121b geschwenkt, so daB kein Licht von der Lichtquelle 160 
auf die Probe 140 gelangt und die Abbildung der gesamten 50 
Probe auf die Detektoreinrichtung 150 gegeben ist (Erfas- 
sung des ersten, konventionellen Teilbildes). 

In einem zweiten Abbildungsmodus wird der Lichtweg 
von der ersten Lichtquelle 110 zur Probe 140 durch den 
Shutter 112 oder den schaltbaren Spiegel 113 abgeblockt. 55 
Die Probe 140 wird nun uber die in Beleuchtungs-Stellung 
121a geschwenkten Spiegel 121 des DMDs 120 mit der 
Lichtquelle 160 beleuchtet. Welche Spiegel 121 des DMDs 
120 in zeitlicher Reihenfolge in die Beleuchtungsposition 
geschwenkt werden und welche Punkte in der Fokalebene 60 
der Probe 140 beleuchtet werden, hangt vom jeweiligen Mo- 
dulationsmuster ab. Das Modulationsmuster bestimmt, mit 
welcher zeitabhangigen Beleuchtungssequenz bzw. wel- 
chem zeitabhangigen Aperturmuster die Fokalebene der 
Probe 140 beleuchtet wird. Das Modulationsmuster kann 65 
beispielsweise auf einer sogenannten Pseudo-Zufallsse- 
quenz mit endlicher Lange, einer Hadamard-Sequenz vom 
S-Matrix-Typ oder einer Zufallssquenz basieren. Es konnen 
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insbesondere samtliche Sequenzen implementiert werden, 
die in EP 0 911 667 Al und WO 97/31282 beschrieben 

Wahrend dieser zweiten Phase der Probenabbildung wird 
die Probe 140 durch die Abbildung der Mkrospiegel 121 in 
die Fokalebene mit zeitabhangigen Modulationsmustern be- 
leuchtet. Simultan wird das in der iibrigen Probe 140 emit- 
tierte Licht (Streulicht und Fluoreszenzlicht) uber die Abbil- 
dungsoptik 130 und die in Detektions-Position 121b ge- 
schwenkten Mikroskopiegel 121 zur Detektoreinrichtung 
150 gelenkt. Die Detektorkamera 153 nimmt ein zweidi- 
mensionales Bild der Probe 140 auf, wobei in der Fokal- 
ebene zu jedem Zeitpunkt nur aus denjenigen Punkten Licht 
detektiert wird, die jeweils nicht beleuchtet werden. Dieses 
zweite Teilbild besteht somit im wesentlichen aus den Hin- 
tergrundbeitragen. 

SchlieBlich werden die bei der ersten bzw. zweiten Pro- 
benaufnahme ermittelten Teilbilder zur Ermittlung eines 
Bildes der Fokalebene ausgewertet. Dazu wird das Diffe- 
renzbild aus dem ersten und zweiten Teilbild berechnet. 
Auch wenn die beiden Lichtquellen 110 und 160 durch 
Lampen gleicher Bauart gebildet werden, kann es durch Jus- 
tageabweichungen zu Unterschieden in der Probenbeleuch- 
tung kommen. Vorzugsweise werden daher bei der Diffe- 
renzbildung die Signale der Teilbilder zunachst derail ge- 
wichtet, daB sich die in beiden Teilbildern enthaltenen Si- 
gnalanteilc auBerhalb der Fokalebene gegenseitig auslS- 
schen. Hicrzu kann folgendcrmaBen vorgegangen werden: 

Anstelle der zu untersuchenden Probe 140 wird hierzu ein 
Testobjekt in Form einer streuenden oder fluoreszierenden 
ebenen Scheibe oder eines anderen beliebigen, moglichst 
homogen streuenden oder fluoreszierenden Objektes auBer- 
halb der Fokalebene angeordnet. Das Testobjekt wird ab- 
wechselnd mit der ersten und zweiten Lichtquelle 110 und 
160 beleuchtet und es werden die jeweiligen Signalvertei- 
lungen entsprechend der zwei Abbildungsmodi aufgenom- 
men. Aus dem Quotienten der Signalverteilungen ergeben 
sich entsprechende Normierungsfaktoren, die bei der ge- 
nannten Differenzbildung berucksichtigt werden. Es werden 
fur das gesamte Bild ein gemeinsamer Normierungsfaktor 
oder spezifische Normierungsfaktoren fUr einzelne Bild- 
punkte oder Bildpunktgruppen ermittelt. 

Eine alternative Ausfuhrungsform eines erfmdungsgema- 
Ben optischen Abbildungssystems 100 ist in Fig. 2 gezeigt. 
Bei dieser Ausfuhrungsform ist lediglich eine Lichtquelle 
170 vorgesehen, deren Licht wahlweise uber die Feldlinse 
171, den schalt- oder schwenkbar ausgefiihrten Beleuch- 
tungseinkoppler 172 und die Abbildungsoptik 131 oder uber 
den Umlenkspiegel 173, die in Beleuchtungsposition ge- 
schwenkten Mikrospiegel 121 des DMDs 120 und die Ab- 
bildungsoptik 130 zur Probe gelenkt wird. Im ersten Fall er- 
folgt die konventionelle Beleuchtung der Gesamtprobe uber 
den als Prismenstrahlteiler oder teildurchlassigen Spiegel 
ausgefiihrten Beleuchtungseinkoppler 172, wie dies bereits 
fur Fig. 1 (Lichtquelle 110) beschrieben wurde. 

Wahrend der zweiten Phase der Probenabbildung erfolgt 
die Beleuchtung uber die in die Beleuchtungsposition 121a 
geschwenkten Mikrospiegel 121 des DMDs 120, wie dies 
bereits beschrieben wurde, wahrend mittels der Detektorein- 
richtung 150 Licht aus den nicht beleuchteten Bereichen der 
Fokalebene aufgezeichnet wird. Zur Abblockung des in den 
Abbildungsphasen jeweils nicht verwendeten Lichtweges 
werden alle Elemente des DMD 120 in die Detektionsposi- 
tion 121b geschwenkt oder der Beleuchtungseinkoppler 172 
aus dem Strahlengang gebracht. Auch wenn in Fig. 2 nicht 
dargestellt, so ist wahlweise ein Aufbau mit Shuttern mbg- 
lich. Im iibrigen entspricht das Abbildungssystem 100 ge- 
maB Fig. 2 der oben beschriebenen ersten Ausfiihrungs- 



DE 199 60 

7 

form, so daB die einzelnen Komponenten mit den gleichen 
Bezugszeichen wie oben bezeichnet sind. Das Bezugszei- 
chen 174 verweist auf einen Shutter. Als Shutter werden 
vorzugsweise elektromechanische Shutter (z.B. Blenden 
oder Schwenkspiegel, betatigt z.B. mit Blektromotoren 5 
oder Hubmagneten) verwendet. 

Die Probenabbildung erfolgt ebenfalls, wie dies oben be- 
schrieben wurde, indem zwei Teilbilder entsprechend der 
zwei Abbildungsmodi aufgezeichnet und anschlieBend zu 
einem raumlich dreidimensional aufgelosten Bild der Probe 10 
verrechnet werden. Der DMD 120 wird wiederum entspre- 
chend den bereits genannten Modulationsmustern angesteu- 
ert. 

Eine weitere Ausfiihrungsform eines erfindungsgemaBen 
Abbildungssystem 200 mit einer teildurchlassigen und teil- 15 
reflektierenden rotierenden Maske ist in Fig. 3 gezeigt. Es 
umfaBt eine Lichtquelle 210, eine Maske 220 als Beleuch- 
tungsmodulator, eine Abbildungsoptik 230 und eine Detek- 
toreinrichtung 250 bestehend aus einer Abbildungsoptik 
251, einem Filter 252 und einer Detektorkamera 253. Das 20 
Bezugszeichen 240 verweist auf eine Probe, die mit dem 
Abbildungssystem 200 abgebildet werden soil. 

Die Lichtquelle 210 beleuchtet uber die Feldlinse 211 die 
Maske 220, die mit der Beleuchtungsoptik 230 in die Probe 
240 abgebildet wird. In der Fokalebene der Probe 240 ergibt 25 
sich somit ein Beleuchtungsmuster, welches dem auf der 
Maske 220 aufgepragtcn Reflektionsmuster entspricht, Das 
von der Probe 240 cmittiertc Licht wird mit der Abbildungs- 
optik 230 auf die Maske 220 abgebildet. Mit der Abbil- 
dungsoptik 251 wird die Maske 220 auf die Detektorkamera 30 
253 abgebildet. Ahnlich wie die Abbildungsoptik 151 kann 
die Abbildungsoptik 251 sowohl aus refraktiven als auch re- 
flektiven Elementen aufgebaut sein. Die hier beschriebenen 
Abbildungsmodi unterscheiden sich durch die optischen Ei- 
genschaften einzelner Teilbereiche (Sektoren) der Maske 35 
220. Eine bevorzugte Ausfiihrungsform der Maske 220 ist 
im unteren Teil von Fig. 3 gezeigt. 

Ein erster Abbildungsmodus ergibt sich dadurch, daB der 
homogene teilreflektierende Sektor a der Maske 220 zur 
gleichmaBigen konventionellen Beleuchtung der Probe 240 40 
verwendet wird. Das von der Probe 240 emittierte Licht 
kann zum Teil den homogenen Sektor der Maske 220 pas- 
sieren und wird auf die Detektorkamera 253 abgebildet (Er- 
fassung des konventionellen Teilbildes). 

Fur den zweiten Abbildungsmodus wird ein Sektor b der 45 
Maske 220 verwendet, auf dem, z. B. mittels photolithogra- 
phischer Techniken, die vorgenannten Modulationsmuster 
aufgepragt wurden. Voll verspiegelte und vollstandig trans- 
mittierende Zonen sind hier entsprechend dem gewunschten 
Modulationsmuster angeordnet. Das Modulationsmuster 50 
kann wie in den zuvor beschriebenen Ausfuhrungsformen 
gewahlt werden, also beispielsweise als Pseudo-Zufallszah- 
lensequenz. Durch die Rotation der Maske 220 ergibt sich 
aus der lateralen Anordnung der Aperturmuster auf der 
Scheibe 220 eine zeitabhangige Belcuchtungssequenz fur 55 
die einzelnen Punkte der Fokalebene. Fiir das von der Probe 
240 emittierte und mit der Abbildungsoptik 230 auf die 
Maske 220 abgebildete Licht wirkt diese Maske 220 derart, 
daB nur Licht aus gerade nicht beleuchteten Punkten durch 
die Maske hindurchtreten und mit der Detektoreinrichtung 60 
250 aufgezeichnet werden kann. Das mit der Detektorka- 
mera 253 aufgezeichnete zweite Teilbild besteht somit im 
wesentlichen aus den unerwiinschten Hintergrundbeitragen. 

Die weitere Bildverarbeitung zur Gewinnung eines drei- 
dimensional aufgelosten Bildes der Fokalebene der Probe 65 
240 aus den zwei Teilbildern wird nach den weiter oben be- 
schriebenen Methoden durchgefuhrt. Bei dieser Ausfiih- 
rungsform des erfindungsgemaBen optischen Abbildungssy- 
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stems konnen die Positionen der Beleuchtungseinrichtung 
210, 211 und der Detektoreinrichtung 250 wahlweise ohne 
weitere Veranderungen gegeneinander vertauscht werden. 

Eine weitere alternative Ausfiihrungsform eines erfin- 
dungsgemaBen optischen Abbildungssystems 300 fur Un- 
tersuchungen in Transmissionsgeometrie ist in Fig. 4 darge- 
stellt. Es umfaBt eine Lichtquelle 310, die uber eine Feld- 
linse 311 einen Beleuchtungsmodulator320 beleuchtet. Die- 
ser wird uber eine Abbildungsoptik 330 in die Fokalebene in 
der Probe 340 abgebildet. Eine zweite Abbildungsoptik 331 
bildet diese Fokalebene in der Probe 340 auf einen Detekti- 
onsmodulator 350 ab, der uber eine Abbildungsoptik 361 
und einen Filter 362 auf eine Detektorkamera 363 abgebil- 
det wird. 

Die Lichtquelle 310 ist beispielsweise eine gefilterte 
WeiBlichtlampe oder ein gefilterter Laser. Die Modulatoren 
320, 350 sind hier als LCDs ausgefuhrt. Fiir Fluoreszenzan- 
wendungen wird mit dem Filter 362 die Emission der Probe 
340 herausgefiltert. 

Fiir das in einem ersten Abbildungsmodus aufgezeichnete 
konventionelle Teilbild werden alle Pixel der LCDs 320, 
350 auf Transmission gestellt, so daB die Probe 340 gleich- 
maBig beleuchtet und mit der Detektorkamera 363 ein kon- 
ventionelles erstes Teilbild aufgezeichnet wird. 

In einem zweiten Abbildungsmodus wird die Transmis- 
sion der Elemente des Beleuchtungsmodulators 320 bei- 
spielsweise nach den oben beschriebenen Modulationsmu- 
stern variicrt und dadurch die Punkte der Fokalebene der 
Probe 340 mit den entsprechenden zeitabhangigen Beleuch- 
tungssequenzen beleuchtet. Wahrend dieser Phase wird die 
Transmission der Elemente des Detektionsmodulators 350 
derart gesteuert, dafi nur Licht aus den zum jeweiligen Zeit- 
punkt nicht direkt beleuchteten Punkten der Fokalebene der 
Probe zur Detektoreinrichtung 360 gelangt. Dieses mit der 
Detektorkamera 363 aufgezeichnete zweite Teilbild enthalt 
die Hintergrundbeitrage. Die Gewinnung eines dreidimen- 
sional aufgelosten Bildes der Fokalebene der Probe 340 aus 
den zwei Teilbildern wird nach den weiter oben beschriebe- 
nen Methoden durchgefuhrt. 

Das erfindungsgemaBe opdsche Abbildungssystem kann 
sowohl als eigenstandiges Gerat, als auch als Zusatz zu ei- 
nem verfugbaren Mikroskop realisiert werden. Der DMD- 
Beleuchtungsmodulator kann beispielsweise mit einem 
"DLP XGA Electronics Subsystem Kit" (Hersteller: Texas 
Instruments, Dallas, TX, USA) realisiert werden. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur optischen Abbildung einer Probe 
(140), mit den Schritten: 

- gleichmiiBige Beleuchtung der gesamten Probe 
(140) und Aufnahme eines konventionellen ersten 
Teilbildes, 

- lateral strukturierte Beleuchtung der Probe 
(140) in einer Fokalebene, bei der die Beleuch- 
tung der einzelnen Punkte der Fokalebene nach 
vorbestimmten zeitlichen Sequenzen variiert 
wird, und Aufnahme eines zweiten Teilbildes 
durch Erfassung des von den in der Konfokal- 
ebene jeweils nicht beleuchteten Objektpunkten 
emittierten Lichtes, und 

- Ermittlung eines dreidimensional raumlich auf- 
gelosten Bildes der Probe (140) aus den ersten 
und zweiten Teilbildern. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem die struktu- 
rierte Beleuchtung der Probe (140) unter Verwendung 
eines Beleuchtungsmodulators mit einer Vielzahl von 
Beleuchtungsaperturen erfolgt, der mit einem vorbe- 
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stimmten oder zufalligen Modulationsmuster angesteu- 

3. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem als Beleuch- 
tungsmodulator ein DMD (120) mit einer Vielzahl von 
einzeln ansteuerbaren Mikrospiegeln (121) verwendet 5 
wird. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem als Beleuch- 
tungsmodulator ein LCD (320) verwendet wird, bei 
dem die Transmission der Pixel einzeln angesteuert 
wird. 10 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem die struktu- 
rierte Beleuchtung der Probe unter Verwendung einer 
Maske (220) in Transmission oder Reflexion erfolgt. 

6. Verfahren gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche, bei dem das dreidimensional raumlich aufge- 15 
loste Bild durch Differenzbildung aus den zwei Teilbil- 
dem ermittelt wird, wobei das erste und/oder zweite 
Teilbild derart gewichtet wird, daB bei der Differenz- 
bildung die Bildanteile von auBerhalb der Fokalebene 
der Probe sich im Wesentlichen gegenseitig aufheben. 20 

7. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem zur Auf- 
nahme des ersten und zweiten Teilbildes eine einzelne 
(170) oder zwei getrennte Lichtquellen (110, 160) ver- 
wendet werden. 

8. Verfahren gemaB Anspruch 2, bei dem das verwen- 25 
dete Modulationsmuster 

- aus einer einzclnen systematisch verschobcncn 
Zeile oder aus mehrercn Zeilen bcsteht, die regel- 
maBig, entsprechend einer Pseudo-Zufallssequenz 
endlicher Lange, einer Hadamard-Sequenz oder 30 
einer Zufallssquenz angeordnet sind, 

- sich aus regelmaBigen Punkt- oder Linienmu- 
stern zusammensetzt, 

- aus Zufallsmustern besteht, 

- aus auf so genannten Walsh, Sylvester, Hada- 35 
mard oder Golay Sequenzen basierenden Pseudo- 
Zufallsmustern endlicher Lange besteht, 

- aus einer wiederholten Anordnung von Mu- 
stern, die sich aus den Zeilen oder Spalten einer 
zyklischen Hadamard-Matrix ergeben, besteht, 40 
oder aus einer Kombination der vorgenannten 
Muster besteht. 

9. Optisches Abbildungssystem (100), das mindestens 
eine Lichtquelle (110, 160, 170), eine Detektoreinrich- 
tung (150) und einen Beleuchtungsmodulator (120) mit 45 
einer Vielzahl von einzeln ansteuerbaren Modulator- 
elementen (121) umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB 
ein Beleuchtungseinkoppler zur gleichmaBigen Be- 
leuchtung der gesamten Probe (140) in einem ersten 
Abbildungsmodus vorgesehen ist, und die Modulator- 50 
elemente (121) mindestens zwei Gruppen von Modula- 
torelementen aufweisen, von denen in einem zweiten 
Abbildungsmodus eine erste Gruppe von Modulator- 
elementen (Beleuchtungs-Elemente) Licht von einer 
Lichtquelle (160, 170) in die Probe (140) lenken und 55 
eine zweite Gruppe von Modulatorelementen (Detekti- 
ons-Elemente) Licht aus jeweils nichtbeleuchteten Be- 
reichen der Fokalebene der Probe (140) zur Detektor- 
einrichtung (150) lenken. 

10. Abbildungssystem gemaB Anspruch 9, bei dem der 60 
Beleuchtungsmodulator durch einen DMD-Reflektor 
(120) mit einer Vielzahl von matrixartig angeordneten, 
verschwenkbaren Spiegeln (121) gebildet wird. 

1 1 . Abbildungssystem gemaB Anspruch 9, bei dem die 
Beleuchtungseinrichtung so aufgebaut ist, daB die 65 
Probe (140) von der Lichtquelle (170) entweder gleich- 
maBig iiber Beleuchtungseinkoppler (172) oder iiber 
den Umlenkspiegel (173) und den Beleuchtungsmodu- 
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lator in der Fokalebene strukturiert beleuchtet wird, 

12. Abbildungssystem gemaB Anspruch 9, bei dem 
zwei Lichtquellen (110, 160) vorgesehen sind und die 
Beleuchtungseinrichtung so aufgebaut ist, daB die 
Probe (140) entweder von der ersten Lichtquelle (110) 
iiber den Beleuchtungseinkoppler (113) gleichmaBig 
beleuchtet wird, oder daB die Probe (140) iiber die 
zweite Lichtquelle (160) und den Beleuchtungsmodu- 
lator (120) in der Fokalebene strukturiert beleuchtet 

13. Abbildungssystem gemaB Anspruch 11 oder 12, 
bei dem die Beleuchtungseinrichtung Shutter (112, 
174) aufweist, die zur Abschirmung von Beleuchlungs- 
strahlengangen vorgesehen sind. 

14. Optisches Abbildungssystem (200), das minde- 
stens eine Lichtquelle (210), eine Maske (220) mit ver- 
schiedenen Sektoren und eine Detektoreinrichtung 
(250) umfaBt, dadurch gekennzeichnet, daB ein Sektor 
(a) der Maske (220) fur eine gleichmaBige Beleuchtung 
der Probe (240) in einem ersten Abbildungsmodus vor- 
gesehen ist, und ein Sektor (b) der Maske (220) ver- 
schiedene Zonen aufweist, wobei eine erste Gruppe der 
Zonen Licht von der Lichtquelle (210) zur strukturier- 
ten Beleuchtung der Fokalebene in die Probe (240) 
lenkt und eine zweite Gruppe von Zonen Licht von den 
jeweils nicht beleuchteten Bereichen der Fokalebene 
der Probe (240) zur Detektoreinrichtung (250) lenkt. 

15. Abbildungssystem gemaB Anspruch 14, bei dem 
die Maske (220) aus mindestens einem teilverspiegel- 
ten Sektor (a) und mindestens einem Sektor (b) besteht, 
in dem die erste Gruppe von Zonen verspiegelt und die 
zweite Gruppe von Zonen transparent ist. 

16. Abbildungssystem gemaB Anspruch 14, bei dem 
die Maske (220) als eine rotierende Scheibe ausgefiihrt 

17. Optisches Abbildungssystem (300), das minde- 
stens eine Lichtquelle (310), einen Beleuchtungs- und 
einen Detektionsmodulator (320, 350) mit jeweils einer 
Vielzahl von einzeln ansteuerbaren Modulatorelemen- 
ten und eine Detektoreinrichtung (360) umfaBt, da- 
durch gekennzeichnet, daB eine gleichmaBige Beleuch- 
tung der gesamten Probe (340) in einem ersten Abbil- 
dungsmodus vorgesehen ist, und die einzelnen Modu- 
latorelemente des Detektions- und des Beleuchtungs- 
modulators (320, 350) in einem zweiten Abbildungs- 
modus so gesteuert werden, daB eine Gruppe von Mo- 
dulatorelementen des Beleuchtungsmodulators Licht 
von der Lichtquelle (310) in die Probe (340) lenken 
und eine Gruppe von Modulatorelementen des Detekti- 
onsmodulators (350) Licht aus jeweils nichtbeleuchte- 
ten Bereichen der Fokalebene der Probe (340) zur De- 
tektoreinrichtung (360) lenken. 

18. Abbildungssystem gemaB Anspruch 17, bei dem 
der Beleuchtungsmodulator (320) und/oder der Detek- 
tionsmodulator (350) durch einen DMD-Reriektor ge- 
bildet wird. 

19. Abbildungssystem gemaB Anspruch 17, bei dem 
der Beleuchtungsmodulator (320) und/oder der Detek- 
tionsmodulator (350) durch einen LCD gebildet wird. 

20. Abbildungssystem gemaB Anspruch 17, bei dem 
der Beleuchtungsmodulator (320) und/oder der Detek- 
tionsmodulator (350) durch eine Maske gebildet wird. 

21 . Abbildungssystem gemaB den Anspruchen 10 oder 
18, bei dem die Optik (161, 151, 311, 330, 331, 361) 
zur Beleuchtung oder Abbildung des DMDs (120, 320 
oder 350) ein Offner-Triplett ist oder ein Offner-Tri- 
plett verwendet wird. 

22. Abbildungssystem gemaB dem Anspruch 14, bei 
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dem die Optik (211, 251) zur Beleuchtung oder Abbil- 
dung der Maske (220) ein Offner-Triplett ist oder ein 
Offner-Triplett verwendet wird. 
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